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PROCEDIMENTO DE ENSAIO, CALCULOS E INTERPRETACAO

FINALIDADE

Kit destinado a determinagdo quantitativa da atividade enzimatica da
Desidrogenase Lactica (LDH) no soro e plasma. Uso em diagndstico in vitro
veterindrio.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E MANUSEIO

A) PROCEDIMENTO DE ENSAIO
1. Pré-aquecer o Reagente de Trabalho durante trés minutos a 37 °C.
2. Pipetar em um tubo de ensaio:

Volume
[ e de Trabalho 1,0mL
| Amostra 20 pL

3. Homogeneizar e inserir na cubeta termostatizada a 37 °C. Acionar o
cronémetro.

4. Apds 60 segundos, anotar a absorbancia inicial (Ao) e efetuar novas leituras a
cada minuto, durante 3 minutos (A1, A2 e As respectivamente).

B) CALCULOS

® 0O nivel de 4gua do banho-maria deve ser superior ao do liquido nos tubos de
ensaio que contém as reagdes.

O laboratério deve estabelecer os requisitos quimicos, microbiolégicos e de
particulas para a dgua antes do seu uso para cada uma das suas aplicagdes e
deve definir as especificagdes ou tipos de dgua que os atenda. Uma vez que a
pureza necessdria tenha sido definida, o sistema de purificagdo deve ser
validado e é importante garantir que a agua obtida continue a atender as
especificagdes por meio de verificagdes periddicas.

A limpeza e secagem adequadas do material usado sdo fatores fundamentais
para a estabilidade dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.
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Conservar de2a 8 °C.

Manter ao abrigo da luz.

e Estivel até a data de validade do kit que estd impressa no rétulo da
embalagem.

e N3do usar reagentes cuja data de validade tenha expirado.

PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

A LDH catalisa a redugdo do Piruvato a Lactato na presenga de NADH. A
velocidade de conversdo do NADH a NAD+ na reagdo é proporcional a atividade
catalitica da LDH, determinada pela medigdo do decréscimo de absorbancia a 340
nm.

LDH
Piruvato + NADH + H* L-lactato + NAD*

AMOSTRAS: TIPO, COLETA, MANUSEIO, PREPARO E PRESERVACAO

Tipo de Amostra: Soro e Plasma (heparina).

Coleta, manuseio e preparo: Realizar a coleta da amostra conforme Boas
Praticas de Laboratério Clinico. As amostras a serem analisadas devem ser
tratadas como material potencialmente infectante.

Separar o soro/plasma dos elementos celulares imediatamente. N3o utilizar
amostra hemolisada.

Preservagdo: A LDH no soro e plasma é estavel por 01 dia se conservado em
temperatura de 4 a 8 °C e 03 semanas mantido a -20 °C.

Usando as leituras das absorbancias, calcular a média da variagdo da absorbancia
por minuto (AA/min.).

AA/min. = (Ao- A1) + (A1 - As) + (Ar- As)
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A atividade catalitica da LDH na amostra é calculada pela multiplicagdo do
AA/minuto pelo fator correspondente:

I

LDH (U/L) = AA/min x 8095

Exemplo:

A0=1,310 A1=1,265
A2=1,220 A3=1,175
AA/min.= (1,310 - 1,265) + (1,265 - 1,220) +(1,220 - 1,175)
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AA/min.= 0,045

LDH (U/L) = 0,045 x 8095 =364 U/L

LDH u/L
Equino 350-430
Bovino 633 -1371

Estes valores sdo unicamente para orientagdo sendo recomendavel que cada
laboratdrio estabelega seus préprios intervalos de referéncia.

Conversdo para Unidade do Sistema Internacional (SI): puKat/L

LDH (U/L) x0,017 = LDH (pKat/L)

TABELA DE SIMBOLOS INTERNACIONAIS / TABLE OF INTERNATIONAL SYMBOLS /
TABLA DE SIMBOLOS INTERNACIONALES
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MATERIAL NECESSARIO PARA REALIZACAO DO ENSAIO

Espectrofotdmetro ou fotdmetro para leitura em 340 nm.
Banho de agua, termostatizado a 37 °C.

Pipetas de vidro e/ou automaticas.

Reldgio ou Crondmetro.

Tubos de ensaio.

Codigo
Code
Codigo

Conteudo suficiente

para <n> testes
Containssufficient for
<n>tests

Contenido suficiente para
<n>ensayos

Numero de lote
Batchcode
Denominacién de lote

Limite de temperatura
Temperaturelimitation
Temperatura limite

ALERTAS E PRECAUCOES COM RELAGAO AO DESCARTE DO PRODUTO

DESCRIGAO DO PRODUTO

tampdo TRIS > 50 mmol/L; piruvato de sédio >

0,5 mmol/L; ativadores; estabilizantes; @
conservante.

EE tampdo carbonato > 2 mmol/L; NADH > 0,5 IX‘
mmol/L; conservante.

Método otimizado e padronizado de acordo com as recomendagbes do

Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie (DGKC), utilizando pipetas

calibradas, espectrofotémetro manual e a absortividade especifica do cromégeno

que fornecem valores absolutos.

C) INTERPRETAGAO

A LDH é composta por cinco isoenzimas, as quais podem ser separadas de acordo
com a sua mobilidade eletroforética. Cada isoenzima é um tetramero composto
por duas subunidades M e/ou H. E amplamente distribuida nos tecidos,
principalmente coragdo, figado, musculos e rins, com concentragdes cerca de 500
vezes maiores do que as encontradas normalmente no soro. Portanto, pode ser
utilizada como um marcador de lesdo tecidual aguda ou cronica e, algumas vezes,
no acompanhamento de lesdes progressivas. A elevagdo de LDH sérica ocorre em
diversas condigdes clinicas, tais como, infarto do miocardio, hemdlise, neoplasias,
desordens do figado, dos rins, do pulm&o e do musculo.

As informagdes de Descarte, Seguranga e Primeiros Socorros estdo descritas
na Ficha Individual de Seguranga de Produtos Quimicos (FISPQ) deste produto,
disponivel em www.biotecnica.ind.br ou pelo telefone (35)-3214-4646.
Descartar as sobras das reagdes de acordo com as Boas Praticas de
Laboratério Clinico (BPLC) e Programa de Gerenciamento de Residuos de
Servigo de Saude (PGRSS).
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GARANTIA DE QUALIDADE / SAC -
CONSUMIDOR

SERVICO DE ATENDIMENTO AO

INTERFERENTES OU LIMITAGOES

Hemodlise, Ictericia e Lipemia: Hemoglobina > 25 mg/dL / Bilirrubina > 40 mg/dL /
Triglicérides > 1500 mg/dL.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

ESTABILIDADE EM USO

e A estabilidade do produto (R1 e R2) em uso é de 18 meses, desde que
seguidas a condigdes de armazenamento recomendadas (2 a 8 °C).

A estabilidade do reagente de trabalho é de 30 dias, desde que seguidas a
condigdes de preparo e armazenamento recomendadas (2 a 8 °C).

Os reagentes devem permanecer fora da temperatura especificada somente o
tempo necessario para a realizagdo dos testes.

TRATAMENTO E MANUSEIO DO PRODUTO

A) PREPARAGAO DOS REAGENTES

R1 e R2: Reagentes prontos para uso.

Reagente de Trabalho (RT): Preparar o Reagente de Trabalho na proporgdo de: 4
partes de R1 + 1 parte de R2. Homogeneizar suavemente. Estavel por 30 dias
entre2e8°C.

B) INTERVALO OPERACIONAL

O intervalo operacional do produto é de 11,38 U/L a 2000 U/L.

Para valores superiores, diluir a amostra com NaCl 150 mM (0,9%), realizar nova
dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigdo.

Sensibilidade: Limite de detecgdo: 5,22 U/L / Limite de quantificagdo: 11,38 U/L.
Especificidade Analitica: O produto determina especificamente LDH na presenga
de outras substancias interferentes na amostra, até as concentragdes informadas
acima.

Exatiddo: O método foi comparado com método similar pela determinagdo de 40
amostras em duplicata. Foi obtida a equagdo de regressdo y = 0,999x - 6,54 e
coeficiente de correlagdo r = 0,9958. Utilizando esta equag&o o erro sistematico
total estimado de -1,73% para um nivel de 400 U/L e -0,64% para um nivel de
1200 U/L.

Precisdo: Foi determinada utilizando amostras em 03 niveis de decisdo, sendo
duas corridas em duplicata por dia durante 20 dias, sendo obtido:

Antes de serem liberados para o consumo, todos os reagentes Biotécnica sdo
testados pelo Departamento de Controle de Qualidade. A qualidade dos
reagentes é assegurada até a data de validade mencionada na embalagem de
apresentacdo, desde que armazenados e transportados nas condigOes
especificadas. Os dados relativos ao Controle de Qualidade deste produto (lote
impresso nas etiquetas dos frascos de reagentes) ou qualquer duvida na
utilizagdo deste kit, entrar em contato com a Assessoria Cientifica da Biotécnica

p Controle
Reagent and its
o Control
number/abbreviation
Control

Reactivo y su
ndmero/abreviacion

Ltda, através do telefone +55 35 3214 4646 ou pelo email
sac@biotecnicaltda.com.br
AUTOMAGAO

Este procedimento é automatizavel na maioria dos analisadores.
Os protocolos estdo disponiveis em www.biotecnica.ind.br

R1 1x40mL
R2 1x10mL

APRESENTAGOES
| v ‘ o-im |
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%CV: Coeficiente de variagdo expresso em porcentagem; SD: Desvio Padrdo

Amostras Precisdo intra-corrida Precisdo total

(/L) Repeticdes SD %CV SD %CV *
261,059 80 2,709 1,0 2,834 1,1 .
776,150 80 2,239 0,3 2,496 0,3
1320,326 80 8,64 0,7 9,191 0,7

RISCOS RESIDUAIS, CUIDADOS E PRECAUCOES

CONTROLE DE QUALIDADE

O uso de controles deve ser pratica rotineira no laboratério. Sugere-se usar um
controle na faixa de referéncia ou no nivel de deciséo e outro controle com valor
em outra faixa de significancia clinica. Para Calibragdo e Controle Interno de
Qualidade Laboratorial recomenda-se o uso do soro calibrador e dos soros
controles abaixo:

Soro Calibrador - Autocal H 90.039.00
Soro Controle Normal - Quantinorm 90.040.00
Soro Controle Patoldgico - Quantialt 90.041.00

® Utilizar os EPI’s de acordo com as Boas Praticas de Laboratério Clinico.

N3o misturar reagentes de lotes diferentes.

N3o trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar contaminagdo
cruzada.

N3o usar o reagente quando este apresentar caracteristica visual em
desacordo com o especificado na FISPQ do produto.

Evitar deixar os reagentes fora das condigdes de armazenamento

especificadas, quando os mesmos ndo estiverem em uso.
® Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis especificas para cada amostra,
controle, padrdo/calibrador e reagente.
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